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“EFFETTO DEI CASEINOFOSFOPEPTIDI (CPP) IN LINEE CELLULARI INTESTINALI UMANE QUALI MODELLO DI EPITELIO INTESTINALE”.

I caseinofosfopeptidi sono una famiglia di peptidi inattivi nella proteina precursore (la caseina), ma una volta rilasciati nel tratto intestinale, a seguito dei processi digestivi, sono in grado di complessare minerali, tra cui il calcio e  il ferro, mantenendoli in forma solubile. Tale capacità risiederebbe nella loro composizione amminoacidica, soprattutto nella presenza del “dominio acido” che li caratterizza. Sulla base di tale comprovata azione di solubilizzare gli ioni calcio e su una loro localizzazione principalmente a livello dell’ileo, da sempre, tali peptidi sono stati considerati potenziali “functional food” in grado di aumentare la quota assorbibile di calcio a livello intestinale e quindi la relativa biodisponibilità di tale ione.
Dato che esperimenti preliminari hanno dimostrato che i CPP sono in grado di provocare influssi di calcio dall’ambiente extracellulare all’interno di cellule intestinali altamente differenziate in senso enterocitico, nonché nelle stesse cellule indotte al differenziamento utilizzando la forma biologicamente attiva della vitamina D3 (1,25-(OH)2D3), nota per essere un potente agente differenziante  e un modulatore del trasporto attivo degli ioni calcio nell’epitelio intestinale,ci siamo proposti di indagare quale fosse il meccanismo d’ azione di tali CPP.
I modelli  cellulari utilizzati sono la linea HT-29 e CaCo2, entrambe derivanti da adenocarcinoma del colon umano ma con caratteristiche fenotipiche differenti e opportunamente differenziate in coltura.
Esperimenti di Laser Light Scattering hanno dimostrato che la forma biologicamente attiva di tali CPP è legata alla loro struttura sopramolecolare; tali peptidi sono in grado, in soluzione contenente una data concentrazione di calcio (4mM), di formare strutture aggregate simili alla tipica struttura micellare assunta dalla caseina nel latte bovino. 
Per poter ipotizzare un possibile meccanismo d’ azione dei caseiniofosfopeptidi ma, soprattutto per individuare quale fosse la frazione di calcio coinvolta nell’ induzione di influssi dello ione all’ interno delle cellule intestinali, abbiamo utilizzato due miscele commerciali diverse per composizione chimica nonché per il contenuto di calcio presente. Dall’ analisi di spettrometria di massa MALDI-TOF è emerso che la miscela commerciale CPP DMV è principalmente costituita da peptidi derivanti da αs1, αs2 e β caseina  e priva di ioni calcio nella sua composizione, mentre la miscela CPP MD  è costituita da peptidi meno fosforilati e derivanti maggiormente dalla β caseina  e contiene il 6,6 % di calcio nel suo peso secco.
Esperimenti di videomicroscopia computerizzata (Videoimaging) utilizzando un probe fluorescente legante il calcio, il Fura-2, condotti in cellule HT-29 RPMI altamente differenziate e, somministrando le due miscele peptidiche, CPP DMV e CPP MD, in condizioni sperimentali analoghe hanno messo in evidenza che: in assenza di ioni calcio nell’ ambiente extracellulare solo la miscela CPP MD è in grado di provocare aumenti transienti di calcio. Per escludere un coinvolgimento dei depositi intracitoplasmatici di calcio, nelle stesse condizioni sperimentali di assenza di ioni calcio nell’ ambiente extracellulare, abbiamo pretrattato le cellule con  Tapsigargina 1μM ed EGTA, in modo tale da indurre la deplezione rapida ed irreversibile dei depositi intracitoplasmatici di calcio; solo la successiva stimolazione con la miscela CPP MD era in grado di indurre aumenti di calcio intracellulari. Al fine di chiarire quale frazione di calcio fosse coinvolta, abbiamo decalcificato il peptide CPP MD mediante cromatografia su colonna a scambio ionico (CHELEX 100) : in assenza di ioni calcio legati al peptide, nonché nell’ ambiente extracellulare, non si assisteva ad alcun incremento della concentrazione di ioni calcio all’ interno delle cellule HT-29 RPMI.
Assodato quale fosse la frazione di calcio coinvolta nell’ azione diretta dei CPP ci siamo concentrati sulla valutazione di quale fosse il meccanismo di trasporto di calcio coinvolto a seguito della somministrazione dei CPP.
Per valutare se vi fosse un coinvolgimento della via paracellulare abbiamo misurato la resistenza elettrica transmembrana (TEER), mediante apparato MILLICELL®, in cellule Caco2 altamente differenziate (40°P in coltura), caratterizzate morfologicamente dalla presenza dell’ apparato giunzionale completo e già utilizzate per studi analoghi. Le cellule Caco2 sono state trattate somministrando CPP DMV 1280μM nelle condizioni in cui esplica la sua massima attività biologica (KRH MOD 4mM CaCl2): a tre intervalli di tempo differenti (5, 15 e 30 min) è stata misurata la resistenza elettrica transmembrana. Da tali esperimenti è emerso che il CPP DMV non è in grado di interferire con l’ integrità delle giunzioni intercellulari, escludendo un coinvolgimento della via paracellulare. Per confermare tale risultato abbiamo utilizzato un tracciante fluorescente degli ioni calcio, il Lucifer Yellow, in cellule HT-29 DMEM (indifferenziate) e RPMI (differenziate) in esperimenti di spettrofluorimetria. Tali esperimenti condotti nelle stesse condizioni previste dal protocollo TEER hanno confermato l’ esclusione del coinvolgimento del trasporto del calcio attraverso la via paracellulare.
Dato che in letteratura è documentato che linee cellulari intestinali differenziate (HT-29 RPMI) possiedono, nella porzione apicale (orletto a spazzola), i canali al calcio voltaggio dipendenti L- type, abbiamo proceduto analizzando il comportamento, in videomicroscopia computerizzata, di cellule HT-29 RPMI pretrattate con inibitori ad attivatori dei suddetti canali e successivamente stimolate con la miscela CPP DMV 1280μM, in KRH MOD 4 mM CaCl2.
NIMODIPINA e NIFEDIPINA sono dei derivati delle diidropiridine ed agiscono da antagonisti bloccando i canali al Ca 2+  L- type, entrambi gli antagonisti sono stati somministrati alle cellule ad una concentrazione pari a 30 μM. L’ agonista utilizzato è stato il Bay-K8644 [1,4- Dihidro-2,6-Dimethyl-5Nitro-4-2-(Trifluoromethyl) phenil] alla concentrazione di 400 nM.
Il risultato di tale protocollo sperimentale ha messo in evidenza un palese coinvolgimento dei canali  L- type nel mediare gli influssi di calcio indotti dal CPP DMV; in particolare, la stimolazione con gli antagonisti impiegati ha provocato una significativa diminuzione sia nell’ entità degli incrementi di calcio intracellulari, nonché della percentuale di cellule responsive a seguito della somministrazione successiva del CPP DMV. In accordo con tale comportamento sperimentale, la somministrazione dell’ attivatore (Bay-K8644) ha provocato incrementi di calcio intracellulari di entità e modalità superiori a quanto solitamente monitorato nelle stesse cellule.
A tale fase sperimentale si è riusciti a chiarire sia quale frazione di calcio agisca direttamente nel provocare gli incrementi intracellulari, escludendo quindi il coinvolgimento dei meccanismi di rilascio dai depositi intracellulari, sia il possibile meccanismo di trasporto attivato dai caseinofosfopeptidi.





















